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日本人家系におけるシトクロームP4502D6（CYP2D6）の
　　　　　　　　　　　　　遺伝的多型の解析
Genetic　Polymorphism　on　Cytochrome　P4502D6
　　　　（CYP2D6）in　a　Japanese　Family
加藤　芳伸 清水硬子＊ 久保亜希子 小川 廣
Yoshillobu　KAToH，　Ke止。　SHIMIzu＊，　Akiko　KuBo　and　Hiroshi　OGAwA
　Genetic　polymo】曜〕hism　of　cytochrome　P4502D6（CYP2D6）was　determined　in　seven　Ine皿bers
in　three　generations　of　one　Japanese　family，　AII　seven　subjects　had　the　genetic　polymorphism　in
the　CYP2D6　gene．　Single－base　substitutions　of　C188T，　C1127T，　G174gC，　C2938T，　alld　G姐68C　were
found㎞the　subjects　by　comparison　of　the　exorl　sequences　of　the　CYP2D6　gelle．　Additionany，
cohlheritance　of　the　mutational　alleles　of　T1闘，　T1127，　C174g，　and　C4268　was　observed　when　a
familial　pedigree　of　the　CYP2D6　gene　on　three　generations　was　constructed．
Key　words：cytochrome　P450（シトクロームP450）；CYP2D6；genetic　polymorphism（遺伝的多
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緒 言
　ヒトの薬物代謝酵素（シトクロームP450：CYP）には，
CYPIA1，1A2，3A4，2C9，2C19，2D6，2E1など多くの
分子種が知られている1｝．薬剤は，これら複数のP450分子
種によって代謝されるが，特定の分子種のみで代謝される
薬剤もある．この特定のCYP分子種を遺伝的に欠損して
いるヒトは，投与された薬剤を代謝することができないた
めに常用量の投与であっても高い濃度が維持されて副作用
を現すことになる．
　従来，CYPの酵素機能の決定には，指標となる薬物を
被験者に経口投与した後，原体と代謝物の血液中濃度ある
いは尿中排泄量を測定することにより行われてきた．この
方法は，環境因子の影響も含めて，被験者の薬物代謝能を
正確に把握できる利点がある．しかし，採血，採尿そして
分析に時閻を要するだけでなく，被験者に試験薬自身によ
る副作用を起こす危険性がある．もし，個々の薬物代謝能
の違いが，CYPの遺伝子の異常を直接原因として発生し
ているのであれば，遺伝子診断を行うことによって薬物代
謝能を推察することが可能となる．最近，Polymerase
Chain　Reaction（PCR）法を用いて目的の遺伝子DNA
領域を増幅してから，制限酵素処理を行い電気泳動で
DNA断片を分離して，その長さを比較するPCR－RF■P
法や目的遺伝子の塩基配列の比較解析による遺伝子診断法
がCYPの酵素機能の判定に用いられている鋤．
　CYP分子種の一つCYP2D6は，三環抗うつ剤，抗精神
病薬それに抗不整脈剤など臨床で汎用されている50種類以
上の医薬品を代謝している馬6）．そのために，CYP2D6の遺
伝的欠損は，臨床的影響が極めて大きい．CYP2D6の酵素
機能を消失する代表的な遺伝子欠損としてフレームシフト
変異（A型），スプライス部位変異による欠損（B型），
CYP2D6の全欠損（D型）の変異など16種の変異型がある
ことが知られている⑱．また，日本人の場合には，
Inte㎜ediate　Metabohzer（IM）に分類されるCYP2D6
の酵素活性の低いCh1型，　J型やCh2型などの新たな変異
が加えられている蜘．
　著者らは，CYP2D6の遺伝子型が遺伝子診断により薬剤
投与前に明らかにされていれば酵素の代謝能に応じて使用
量の設定が可能となり，有効な薬物療法の実現や副作用発
症リスクの予測が可能になると考えた．そこで，PCR法
を用いて増幅したCYP2D6の遺伝子の塩基配列を比較解析
して，変異型を明らかにすることを試みた．最初に，著者
らのCYP2D6遺伝子の塩基配列の比較解析を行ったところ，
1名にIM多型が認められた．本報では，その1家系3世
代におけるCYP2D6の遺伝的多型解析について報告する．
＊札幌医科大学付属病院薬剤部
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方 法
1．試　薬
　CYP2D6の全遺伝子領域を増幅するためのPCRには，
Roche社製のExpalldTM　Long　Template　PCR　System
とNippoll　Gene社製のGene　Taqを使用した．　DNA増
幅のための各種プライマー（Table　1）は北海道システム
サイエンス社により合成・精製されたものを使用した．
DNAの塩基配列の決定にはApplied　Biosystems社製の
Big　Dye　Tem血1ator　Cycle　Sequencing　Kit　Ver．2．0を
用いた．なお，血液からのDNAの精製にはQiagen社製
のQIAamp　Blood　Kit，　DNA断片の抽出精製には
Takara社製のEasy　Trap　Ver．2を用いた．
2．試　料
　1家系3世代7名とほか1名，合計8名の被験者から
genomic　DNA調製のための末梢血を採取した．約10　mし
の末梢血を0，5mM　Na　2－EDTA　O．5　mLを入れた採血用チュー
ブに採取して，良く混合した後，一30℃で保存した．
　genomic　DNAは，保存末梢血の全血200μLより
QIAamp　Blood　Kitを用いて定法に従って抽出精製した．
精製したDNAは，25　ng／μしの濃度に調製してCYP2D6
の全遺伝子領域増幅に使用した．
Table　l　Sequences　and　Locations　of　Primers　Used　in　PCR　Reaction　and　Cycle　Sequencing
Pr加aer Sequence Location Reference
P100F
PllF
P2558F
P12R
P21F
PIIR
P22R
P21F
P2x2R
P31F
P31R
P3F
P41F
P2R
P51F
P41R
P522R
P5F
P5AR
P61F
P6R
P62R
P7F
P7ER
P71F
P7R
P81F
P7AF
P7AR
P8F
P9R
P92R
P200R
5仁GGCCTACCCTGGGTAAGGGCCTGGAGCAGGA－3／
5ノーTCAACACAGCAGGTTCA－3／
5ノーTGCTGAGGCTCCCCTACCAGA－3／
5’一CTGTGGTTTCACCCACC－3’
5！一TGCTCACTCCTGGTAGCC－3／
5ノーCACCCCAGACTACAGGTCCT－3’
5！一AGGATCTGGGTGATGGGCA－3’
5’一ACCTGCACTAGGGAGGTGTG－3／
5なACCGGATTCCAGCTGGGAAATG－3／
5ノーTAATGCCTTCATGGCCACGCG－3／
5〆一CAGGCCCAAGTTGCGCAAGGT－3’
5’一CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACCAG－3／
5ノーCTCAGGCTGCTGGACCTAGCT－3／
5’一GAGACTCCTCGGTCTCTCG－3’
5’一GCTGGGCCTGAGACTT－3／
5〆一CAGAACGGGGTCTCAATCC－3，
5’一GGCTGGGTCCCAGGTCATAC－3／
5，一AGGCCTTCCTGGCAGAGATGAAG－3！
5’一GGCTGGGTCCCAGGTCATAC－3／
5ノーCCCGTTCTGTCCCGAGTATG－3’
5ノーGGGCTCACGCTGCACATCAGGA－3’
5’一CCCCTGCACTGTTTCCCAGA－3！
5ノーGGAGGCAAGAAGGAGTGTC－3／
5ノーCGATCTCCTGTTGGACACGG－3！
5ノーGTACAGGGCTTCCGCATC－3／
5ノーGTGGCATTGAGGACTAGGTGGC－3！
5ノーCGTCTAGTGGGGAGACAAAC－3／
5ノーGTCCCAGCATCCTAGAGTCCAGTC－3／
5ノーCTGGGTGATACCCCTGCAAGACTC－3’
5ノーCACCCAGGAGCCAGGCTCACTGAC－3／
5ノーGATGATCCCAACGAGGGC－3／
5！一CTCAGCCTCAACGTACCCCT－3／
5ノーCTCAGCCTCAACGTACCCCTGTCTCCAAATGCG－3ノ
一180～一150
－82～一66
301～321
335～351
865～882
913～932
1102～1120
1280～1299
1384～1405
1651～1671
1753～1773
1770～1794
2036～2056
2104～2122
2457～2472
2500～2518
2638～2657
2680～2702
2730～2749
2859～2878
3024～3045
3047～3066
3174～3192
3248～3267
3409～3426
3528～3549
3621～3640
3834～3857
4066～4090
4085～4108
4399～4416
＋104～＋123
＋　92～＋123
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
Location　according　Kinluraθ’αム
the　Table．
（1989）11）and　reference　4　reported　by　Sachseε’αム　（1997）4）are　shown　in
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3．CYP2D6遺伝子の増幅
　CYP2D6の全遺伝子領域は，　Expand脳Long　Te皿Plate
PCR　Systemを用いて，　Sachseらの方法に従って増幅し
た4）．CYP2D6の遺伝子は，9個のExonで構成されてい
る（Fig．1）．　Fig．1に示したように100　Forwardと200
Reverseプライマーを全遺伝子領域の増幅のためのPCR
に使用した．PCR反応液は，10×緩衝液5μL，　genomic
DNA液（25　ng／μL）！μL，　dNTPs（2nM）8μL，100
Forwardプライマー（20　pmo1）0．5μL，200　Reverseプ
ライマー（20pmol）0．5μL，　Taq　Polymerase・PWO
DNA　Polymerase（200　U）α5μLをPCR反応用チュー
ブにとり，滅菌蒸留水34．5μLを加えて50μしに調製した．
PCR反応は，94℃で2分闇処理した後，93℃／10秒間，60
℃／30秒間，68℃／5分間のサイクルを35サイクル，最後に
68℃／7分間ゐ条件で行った．このPCR反応液は，10倍希
釈してNested－PCRに使用した．
　Fig．1にはNested－PCRに用いたプライマーのCYP2D6
遺伝子領域における結合位置の概要を示した．Nested一
PCRは，　Gene　Taqを用いて次のようにして行った．プ
ライマー21F／22R，21F／2×2R，31F／2R，3F／2R，5F／62R，
51F／522R，61F／6R，7F／7R，81F／200Rの組合わせで目的
の遺伝子領域を増幅する場合には，PCR反応液は，10×
ユニバーサル緩衝液5μ五，10倍希釈したPCR反応液
1μL，dNTPs（211M）4μL，　Forwardプライマー（20
pmol）0．5μL，　Reverseプライマー（20　pmol）0．5μL，
Gene　Taq　Poly皿erase（250　U）0．25μLをPCR反応用
チューブにとり，滅菌蒸留水38．75μLを加えて50μしとし
た．PCR反応は，94℃で2分間処理した後，94。C／30秒間，
60℃／10秒間，72℃／1分間のサイクルを35サイクル，最後
に72℃／7分間の条件で行った．一方，プライマー11F／12R，
2558F／11R，21F／31R，41F／41R，61F／7ER，71F／7ARの組
合わせで目的の遺伝子領域を増幅する場合には，PCR反
応液を上記と同様に調製した後，94℃で2分間処理した後，
94℃／30秒間，58。C／10秒間，72。C／1分間のサイクルを35サ
イクル，最後に72℃／7分間の条件でPCR反応を行った。
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Fig．1　Scheme　of　Binding　Sites　of　Primers　for　Direct　Sequencing　and　PCR　of　Cytochrome
　　　　P4502D6（CYP2D6）Genomic　Region（A），　and　Nested－PCR　to　Amplify　Exon　Regions
　　　　of　CYP2D6　Gene（B）
　Exons（E1－E9）of　the　CYP2D6　gene　and　pri皿ers　used　are　indicated　by　squares　and　filled　boxes，
respectively．　Indi樋dual　p血er’s　na皿e　is　s㎜marized　in　Table　1．
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Fig．2　Agarose　Gel　Electropherogram　of　Products　Amplified　by　PCR
（A）DNA　fragment（4，681　bp）amplified　by　PCR　with　LP100F　and　LP200R　pri皿er　pah7，
M：1kb　DNA　Iadder．（B）PCR　products　amplified　by　using　the　nested－PCR．　No．1－10：
DNA　fragment　amphfied　by　nested－PCR　with　primer　pah7s　showed血Fig．1；（1）1P11F／
P12R，（2）P21FIP22R，（3）P21F圧》2×2R，（4）P31FIP2R，（5）P3FIP2R，（6）P51FllP522R，（7）
P5FIP62R，（8）P61FIP6R（9）P7F／P7R，（10）P81FIP200R，　M：1kb　DNA　ladder．
4．DNA塩基配列の決定
　最初に，PCR反応液を2％アガロースゲル電気泳動に
供した後，目的とするDNA断片を含んでいるゲルを切り
出してEasy　Trap　Ver．2を用いて定法に従いDNA断片
を精製した．DNA溶出液は，260　nmと280　nmの吸光度
を測定し，DNAの濃度を算出した後，100　ng／μしの濃度
に調製した．
　DNAの塩基配列の決定には，　Big　Dye　Temlinator
Cycle　Sequencing　KitとTable　1のプライマーを用いた．
反応液は，滅菌蒸留水14μL，DNA溶液（100　ng／μL）1
μL，プライマー（1pmol）3μL，　Big　Dye　Mixture　4
μLを加え全量を20μしとした．サイクルシーケンシング
反応は，95℃／15秒間，50℃／5秒間，60℃／4分間のサイク
ルを25サイクルとする条件で行った．反応液は，エタノー
ル処理し，乾燥させた後，残渣を25mM　EDTA・Blue
dextran（50　mg／mL）を含んでいるホルムアルデヒド
5μしに溶解した．この溶液を92℃で2分間加熱処理して，
2μLを塩基配列の決定に用いた．DNAの塩基配列は，
ABI－PRISM377　DNAシーケンサ（Applied　Biosystems
社製）により決定し，GeneWorks　Ver．2．5．1（帝人社製）
を用いて解析した．
結果及び考察
　被験者の末梢血から調製したgenomic　DNAを鋳型とし
て100F／200Rのプライマーセットを用いてPCRにより
CYP2D6の全遺伝子領域（4，681bp）を増幅した（Fig．2A）．
PCR産物は10倍希釈して，11F／12R（エキソン1），
21F／22R（エキソン2），21F／2×2R（エキソン2），31F／2R
（エキソン3，4），51F／522R（エキソン5），5F／62R（エ
キソン5，6），61F／6R（エキソン6），7F／7R（エキソン
7）及び81F／200R（エキソン8，9）プライマーセット
を用いたNested－PCRに供し，各エキソン領域を増幅し
た．Nested－PCRによる増幅産物はFig．2Bに示した．
さらに，CYP2D6の全遺伝子領域の塩基配列を決定するた
めに2558F／11R（イントロン1），21F／31R（イントロン2），
41F／4rR（イントロン4），61F／7ER（イントロン6），
71F／7AR（イントロン7）のプライマーの組合わせでそれ
ぞれのイントロン領域を増幅した．Fig．3には，被験者
NのCYP2D6の全塩基配列と予測されるアミノ酸配列を示
した．既に，Kimuraら11）により明らかにされている
CYP2D6の塩基及びアミノ酸配列との比較解析から，被験
者NのCYP2D6は正常型の酵素活性を持つことが推察さ
れた11）．
　次に，同一家系の被験者No．1からNo．7のCYP2D6
の全遺伝子領域の塩基配列を決定し，Ki皿uraら1／）により
示されている正常型のCYP2D6と比較解析を行った．
Table　2に示したように，被験者のCYP2D6のエキソン
領域では，188番目のシトシンがチミンへ（C188T），1，127
番目のシトシンがチミンへ（C1127T），1，699番目のチミン
がアデニンへ（T166gA），1，749番目のグアニンがシトシン
へ（G174gC），2，938番目のシトシンがチミンへ（C2g38T），
そして4，268番目のグアニンがシトシン（G4268C）へ置き換
わる突然変異がヘテロ型あるいはホモ型で検出された．ま
た，イントロン領域においても正常型CYP2D6には検出さ
れない塩基の置換や挿入あるいは欠失が12カ所確認された
（Table　2）．
　欧米のコーカソイドでは，CYP2D6の酵素活性が発現し
ないものとして，従来A型（8．3％），B型（77．3％），　D型
（14．496）により占められていたが，最近ではアミノ酸置換
によるE型，スプライス部位変異によるF型，終止コド
ン変異によるG型それにフレームシフト変異によるT型
などが報告されている⑱．日本人のCYP2D6の酵素活性欠’
損型の変異は，B型（13．8％），　D型（76．3％）が中心とさ
れてきた7，8）。しかし，日本人を含む東アジアのモンゴロイ
ドには，酵素活性はあるものの，正常な活性よりは明らか
にCYP2D6の酵素活性の低いIMであるC188T，　G174gCそ
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Fig，3　Nucleo廿de　Sequences（4，681　bp）of　Cytochrome　P4502D6（CYP2D6）Gene　in　Sublect（N）
　　Predicted　am血。　acid　sequences　of　encoded　prote血is　shown　below　the　DNA　sequences　of　CYP2D6．
一15一
Table　2Base　and　Position　of　Mutatbn　in　4，681－nucleotide　Sequences　of　Cytochrome　P4502D6
（CYP2D6）Gene　of　the　Sublects
LOCUSPosition SubjectsN 1 2 3 4 5 6 7
Exon　l
Intron　1
Exon　2
1ntron　2
Exon　3
Intron　4
Exon　6
htron　7
Exon　9
188
398
689
931
1127
1377
1378
1414
！526
1699
1749
2185
2938
3472
3670
3674
3878
4268
C
G
G
T
C
C
G
T
G
A
C
A
A
G
C
G
TIC　　　TIC
TIG　　　TIG
Gdel．　Gdel．
G　　　　G
C　　　　T／C
G　　　　G
C　　　　C
Gins．　Gins．
C　ins．　　　C　irLS．
T　　　　T
C　　　C／G
A　　　　A
T　　　　C
C　　　　C
A　　　　GIA
A　　　　G
T　　　　C
C　　　　C／G
TIC　　　T
T　　　　　T
Gdel．　Gde1．
G　　　　G
C　　　　C
G　　　　　G
C　　　　C
Gins．　Gj㎞s．
C　ilユs．　　　C　irls．
T　　　　T
CIG　　　C
GIA　　　A
TIC　　　TIC
C　　　　C
GIA　　　G
AIG　　　A／G
TIC　　　TIC
C　　　　C
T　　　　T
T　　　　　T
Gde1．　Gdel．
G　　　　G
T／C　　　T
G　　　　G
C　　　　C
Gins．　Gins．
C　ills．　　　C　ins．
T　　　　A／T
C　　　　C
GIA　　　G
TIC　　　C
C　　　　C
GIA　　　A
AIG　　　G
TIC　　　C
C　　　　C
T
T
Gdel．
G
TIC
G
C
Gins．
C血s．
A／T
C
GIA
T／C
C
GIA
AIG
TIC
C
The　numbering　system　of　sequence　and　position　is　that　used　for　the　CYP2D6　a11eles　of　Kimuraθ’α乙
（1989）11｝．De1．　and　ins．　show　deletion　and血sertion　respectively　for　the　CYP2D6　aneles．
れにG4268Cの変異を持つJ型，　J型にC1127T変異が加わっ
たCh1型やCh1型変異にCYP2D7のエキソン9が付加し
たCh2型のCYP2D6の変異型が報告されている蜘．これ
らJ型，Ch1型それにCh2型変異は，日本人や中国人に30
％以上の頻度で検出される12－14）．IMは，　CYP2D6の2カ所
での塩基置換（C188→T，　G翌68→C）によるアミノ酸変異
（Proline34→Serine，　Serine486→Threo血1e）を伴っていて，
Proline34→Serineへのアミノ酸置換が酵素活性を低下させ
る主な要因とされている12皿14）．今回の家系内に認められた
C188T，　C1127T，　G1749C，　C2938T，　G4268Cの変異は，
CYP2D6のIMのJ型とCh1型に相当する多型遺伝であっ
た匪14）．つまり，Fig．4に示したようにJ型変異（C188T，
G174gC，　G4268C）とCh1型変異（C188T，　C1127T，　G174gC，
G翌68C）を第一世代（No．1と2）がそれぞれヘテロで持
ち，それらが第二世代にJ型のヘテロ（No．3）とホモ
（No．4）それにCh1型のヘテロ（No，5）で伝えられた．
第三世代（No．7）には，第二世代のCh1型のヘテロ（No．
5）と配偶者（No．6）のCh！型ホモの親からCh1型が引
き継がれた．この家系内遺伝子多型解析の結果やCYP2D6
のJ型及びCh1型変異の遺伝的多型に関する報告から9－14），
日本人の間ではCYP2D6のIMのJ型とCh1型が混合型と
なって世代に引き継がれていることが示唆された．
　CYP2D6の酵素活性を欠損しているヒトの頻度は欧米で
約3～10％，日本人では1％以下と著しい差がある15〒17）．
このことから，CYP2D6の欠損は日本人にとってあまり深
刻な問題ではないとして処理されるかもしれない．しかし，
先に述べたようにIMの変異型は高い頻度で検出される一
般的なCYP2D6の変異型である．しかも，今回の遺伝的多
型解析で検出されたJ型やCh1型などIMのCYP2D6は，
酵素活性能が一定ではない軌10）．従って，IM型のCYP2D6
持つヒトは，治療濃度域が狭く，CYP2D6で選択的に代
謝される薬剤を投与された場合には，酵素活性欠損型のヒ
トと．同様に注意する必要があると考える．
結 語
　日本人家系3世代7名のシトクロームP4502D6
（CYP2D6）の遺伝的多型解析を行った．7’ｼのCYP2D6
すべてに多型が認められた．CYP2D6のエキソン内にはC
188T，　C1127T，　G174gC，　C2938T及びG4268Cの塩基置換が認
められた．7名に検出されたC188T，　C1427T，　G174gC及び
G4268Cの変異は三世代に引き継がれていることが認められ
た．
　終わりに臨み，本研究は平成8～10年度北海道立衛生研’
究所・遺伝子工学導入特別研究費により実施されたことを
付記する．
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　1
□
El：wt／mt
E2：wt／wt
E3：mt／mt
E9：mt／mt
　2
E1：wt／mt
E2：wt／mt
E3：wt／mt
E9：wt／m
3
○
El：wt／mt
E2：wt／wt
E3：wt／mt
E9：mt／mt
4
E1：mt／mt
E2：mt／mt
E3：mt／mt
E9：mt／mt
El：mt／mt
E2：wt！wt
E．3：mt／mt
E9：mt／mt
6
5
○
70
E1：mt／mt
E2：wt／mt
E3：mt／mt
E9：mt／mt
wt＝wild　type
mt＝mutant
E1＝Exon　l
E2＝Exon　2
E3＝Exon　3
E9＝Exon　9
E1：mt／mt
E2：wt／mt
E3：mt／mt
E9：mt／mt
Fig．4　Familial　Pedigree　of　Mutations（Chl　and　J　Types）of　Cytochrome　P450
　　　　　　2D6（CYP2D6）Gene
　The　subject　number　is　listed　in　Table　2，　Shaded　and　filled　symboles　indicate
　hetero　type　and　homo　type，　respectively．　Square　symbols：males，　Rouhd　symbols：
　females．
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